gI 
lg 








E 学 报 Acta Entomologica Sinica, December 2018, 61 (12): 1481 -1487 


doi:10. 16380/j. kcxb. 2018. 12. 013 








CRISPR 系统 用 于 昆虫 基因 表达 调控 的 
研究 进展 与 展望 





刘 素 宁 , F E, ERE 














(华南 师范 大 学 生命 科学 学 院 , 昆 


EE 科学 与 技术 研究 所 , 广州 510631) 


HE: 昆虫 基因 功能 研究 因 缺 少 相 应 的 工具 而 受到 明显 限制 ,但 CRISPR/Cas9 ARAM RMA 
基因 编辑 及 转录 调控 研究 提供 巨大 助力 。 将 Cas9 核酸 酶 的 RuvC 和 HNH 剪 切 结构 域 失 活 改 造 得 
到 的 dCas9 系统 近年 来 在 基因 转录 调控 方面 得 到 了 广泛 应 用 ,同时 CRISPR/dCpfl 和 最 新 发 现 的 
CRISPR/Cas13 (a/b) 系统 为 基因 功能 研究 提供 更 多 选择 。 本 文 综述 了 dCas9, dCpfl 及 Casl3 (av 
b) 系统 作用 机 理 及 在 果 蝇 中 的 转录 调控 研究 进展 ,以 期 为 相关 昆虫 研究 提供 参考 。 
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Abstract; The study of gene function in insects is restricted by lacking of relevant tools. However, the 


emergence of CRISPR/Cas9 system provides great help for the research of gene editing and transcriptional 


regulation in insects. dCas9 with catalytically dead mutant RuvC and HNH domains of Cas9 has been 


widely used in the transcriptional regulation of genes in recent years. Meanwhile, CRISPR/dCpfl and the 


newly discovered CRISPR/Cas13( a/b) systems provide more options for gene function research. In this 


article, the mechanism of dCas9, dCpfl and Cas13( a/b) systems and the progress of their application in 


the transcriptional regulation in Drosophila were systematically overviewed, aiming to provide a reference 


for future related studies of insects. 
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昆虫 作为 地 球 上 数量 最 多 的 动物 群体 ,影响 着 
农业 生产 植物 保护 ,疾病 传播 等 众多 与 人 类 息 息 相 
关 的 领域 ,因此 了 解 昆虫 基因 功能 对 于 益 虫 利用 和 
害虫 防治 非常 重要 。 截 止 2017 年 底 , NCBI 已 经 上 
传 的 昆虫 基因 组 数据 库 达 到 266 个 , 仅 次 于 植物 的 
295 个 ,几乎 覆盖 昆虫 所 有 的 目 , 这 为 昆虫 基因 功能 
研究 提供 了 重要 的 基因 组 信息 。RNA 干扰 技术 在 
昆虫 基因 功能 研究 中 的 应 用 ,为 害虫 防治 提供 了 巨 
大 帮助 (Perkin et al.，2016)。 即 使 纳米 材料 与 
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dsRNA 的 结合 使 用 可 将 干扰 效率 明显 提高 (He et 
al., 2013) ,但 是 易 脱 靶 和 效率 低 等 缺点 仍 严 重 限 制 
该 技术 在 许多 昆虫 如 家 看 Bombyx mori 等 中 的 发 
挥 。 基 因 组 编辑 技术 的 兴起 与 发 展 对 研究 昆虫 基因 
功能 起 到 至 关 重 要 的 作用 (Segal and Meckler, 
2013 ) ,昆虫 中 最 早 的 基因 组 编辑 策略 是 通过 对 黑 
腹 果 晶 Drosophila melanogaster 转 座 子 (P elements) 
的 使 用 得 以 实现 ,通过 将 线性 模板 以 同 源 重组 的 方 
式 插 和 人 到 果 晶 的 相应 染色 体 当 中 ,从 而 制作 大 量 的 
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转基因 果 量 品系 (Majumdar and Rio, 2015) ,这 为 果 
晶 遗 传 学 与 基因 组 学 的 发 展 提供 巨大 助力 。 和 锌 指 核 
酸 酶 ( zinc-finger nucleases，ZFNs ) ( Bibikova et al., 
2002)、 转 录 激 活 样 效 应 因子 核酸 酶 (transcription 
activator-like effector nucleases, TALENs) ( Liu et al., 
2012) 以 及 利用 细菌 适应 性 免疫 系统 改造 开发 出 的 
CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats/CRISPR-associated proteins ) 基 
组 技术 可 以 通过 在 基因 组 的 特定 位 点 引入 双 链 断裂 
{gt O (double-strand breaks, DSBs) 的 方式 来 实现 基 
PERR (knockout) BY Ib Ws BE Pa AY ak A (knockin ) ,从 
而 实现 基因 的 高 效 精确 编辑 。 这 些 技术 几乎 可 以 适 
用 于 所 有 生物 ,引起 所 有 生物 学 者 的 高 度 关注 
(Harrison et al., 2014)。 特 别 是 CRISPR/Cas 系统 
仅 依赖 结构 简单 且 易 合成 的 导向 RNA ( guide RNA, 
gRNA) 以 及 细 戎 自身 的 核酸 酶 就 能 发 挥 基因 编辑 功 
能 ,其 简便 性 、 实 用 性 、 通 用 性 使 CRISPR/Cas 系统 
迅速 超越 ZFNs 和 TALENs, 成 为 当下 应 用 最 广泛 的 
基因 组 编辑 技术 。 

CRISPR/Cas 系统 不 仅 可 以 直接 用 于 基因 组 
DNA 的 编辑 来 破坏 基因 的 表达 , 而且 其 核酸 酶 活性 
突变 的 CRISPR/dCas (dead Cas protein) 可 以 与 转录 
调控 因子 共同 作用 调控 基因 的 表达 ,可 以 使 用 
CRISPRi (CRISPR interference) 抑制 基因 的 转录 ,也 
可 使 用 CRISPRa (CRISPR activation ) 激活 基因 的 转 
录 (Lo and Qi, 2017) ,并 已 成 为 研究 许多 动物 基因 
功能 常用 日 经 典 的 方法 。 随 着 CRISPR/Cas 家 族 中 
CRISPRZCpfl ( clustered regularly interspaced short 





















































palindromic repeats from Prevotella and Francisella 1 ) 
以 及 CRISPR/Cas13 (a/b) 的 发 现 , 越 来 越 多 的 
CRISPR/Cas 系统 被 用 于 基因 转录 调控 , 既 包 括 基因 
组 水 平 上 的 转录 起 始 或 延伸 调控 又 包括 转录 后 的 
RNA 编辑 ( Mahas et al., 2018 ) 。 传 统 的 转录 抑制 主 
要 采用 RNA 干扰 的 方式 来 实现 ,包括 小 干扰 RNA 
(siRNAs) 、 短 发 来 RNA(shRNA) 以 及 昆虫 中 常用 的 
双 链 RNA( dsRNA ) 等 ,但 是 这 种 方法 存在 干扰 效率 
不 稳定 、 脱 靶 率 高 .无 法 同时 对 多 个 基因 进行 干扰 等 
缺点 (Jackson et al., 2003) ;而 传统 的 提高 基因 转录 
或 表达 的 方式 则 大 多 采用 转 染 cDNA 文库 基因 过 表 
达 载 体 的 方式 来 实现 ,而 该 方法 则 无 法 科学 衡量 自 
身 基 因 组 中 内 源 基因 表达 水 平 提高 对 细胞 或 机 体 产 
生 的 影响 (Curevich and Gurevich, 2015) 。 

针对 上 述 传统 基因 表达 调控 策略 的 局 限 性 ,本 
文 将 重点 论述 CRISPR/Cas 家 族 在 昆虫 基因 表达 调 

















控 上 的 应 用 性 , 包括 CRISPR/dCas ( deadCas9 , 
dCas9 及 deadCpfl, dCpfl ) 介 导 的 CRISPRi 和 
CRISPRa 以 及 CRISPR/Cas13 (a/b) 对 RNA 的 直接 
干扰 与 调控 。 





1 CRISPR/Cas9 概述 


酿 脓 链 球菌 Streptococcus pyogenes 来 源 的 Cas9 
(CRISPR associated protein 9 ) 是 最 广泛 应 用 于 基因 
编辑 的 Cas 蛋白 , 它 只 需要 与 两 种 小 RNA( 一 个 成 
AHJ crRNA 和 一 种 反 式 tracrRNA ) 形 成 复合 物 就 可 
以 实现 特异 序列 DNA 的 剪 切 (Jinek et al., 2012), 
随后 该 技术 被 加 以 改造 将 crRNA 和 tracrRNA 的 表 
达 融 合 到 一 起 成 为 一 个 单 链 导向 RNA (single guide 
RNA, gRNA) ,使 其 可 以 由 一 个 启动 子 控制 而 在 真 
核 细胞 中 表达 ,该 gRNA 与 Cas9 蛋白 复合 物 被 迅速 
应 用 到 对 多 个 物种 的 基因 组 编辑 研究 中 ,目前 已 成 
功 对 人 动物 .植物 及 昆虫 等 数 百 个 物种 成 功 进行 了 
编辑 ( Wang et al., 2016), CRISPR/Cas9 系统 对 
DNA 的 识别 需要 借 助 protospacer adjacent motif 
(PAM) 序 列 来 完成 , 且 识 别 序列 长 20 nt 左右 ,可 针 
对 不 同位 点 进行 灵活 改变 。CRISPR/Cas9 切割 
DNA 产生 DSBs 后 会 通过 非 同 源 末 端 连接 ( non- 
homologous end joining,，NHEJ) 引 起 插入 或 缺失 突变 
(insertion and deletions，Indels) ,从 而 改变 靶 标 基因 
的 开放 阅读 框 ,引起 基因 敲 除 ;也 可 以 通过 同 源 介 导 
的 修复 (homology-directed repair，HDR ) 方 式 插 入 外 
源 序列 或 基因 ,引起 基因 敲 入 ; 除 以 上 两 种 修复 方式 
之 外 , 微 同 源 序列 介 导 的 末端 连接 ( microhomology- 
mediated end joining，MMEJ) 和 同 源 序列 介 导 的 末 
端 连 接 (homology-mediated end joining, HMEJ) 也 被 
人 们 发 现 可 高 效用 于 基因 修复 及 编辑 (Truong et 
al., 2013; Yao et al., 2017)。 最 早 应 用 Cas9 技术 
的 昆虫 也 是 模式 动物 黑 腹 果 蝇 ,Cratz 等 (2013 ) 利用 
Cas9 技术 首次 完成 果 蝇 y 基因 的 敲 除 。 随 后 该 技 
术 呈 井喷 式 发 展 ,应 用 于 近 30 种 昆虫 的 基因 研究 
中 ,并 在 多 种 非 模 式 昆虫 中 建立 了 系统 的 基因 敲 除 
方法 ,对 于 昆虫 基因 功能 研究 帮助 巨大 ,详细 应 用 见 
已 有 综述 报道 (Sun et al., 2017), 
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2 dCas9 概述 及 修饰 后 的 转录 调控 机 理 


CRISPR/Cas9 系统 的 核酸 酶 剪 切 活性 由 两 个 切 
市 功能 域 RuvC 和 HNH 来 实现 (Gasiunas et al., 
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2012) ,这 两 个 功能 域 分 别 切 割 DNA 双 链 的 一 条 链 
来 使 基因 组 DNA 产生 DSBs ,然后 通过 细胞 内 相应 
的 修复 机 制 来 引起 碱 基 的 插入 或 缺失 ,从 而 达到 基 
因 组 编辑 的 目的 (Ran et al., 2013) 。 醇 脓 链球 菌 来 
源 spCas9 是 目前 最 常 使 用 的 编辑 系统 , 其 RuvC 


(D10A) 以 和 HNH(H840A) 的 同时 突变 将 使 Cas9 
核酸 酶 失去 切割 活性 ,成 为 dCas9 ,但 是 gRNA 介 导 
的 DNA 结合 能 力 不 受 影响 (Mali et al., 2013; Qi et 
al., 2013) (图 1)。 
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图 1 CRISPR 系统 调控 基因 转录 表达 作用 原理 图 





C Casl3(a/b) system 














Fig. 1 Schematic of the gene transcriptional regulation mediated by CRISPR system 
A; CRISPR/dCas9 系统 调控 基因 转录 作用 原理 图 ,CRISPRAdCas9 系统 可 以 通过 促进 DNA 甲 基 化 或 改变 染色 体 构象 来 抑制 目的 基因 的 表达 








( 左 ) ,也 可 以 通过 抑制 DNA 甲 基 化 、 促 进 组 蛋白 乙酰 化 及 改变 染 
regulation mediated by CRISPR/dCas9. The CRISPR/dCas9 system can 


























色 体 构象 来 促进 基因 的 表达 ( 右 )。Schematic of the gene transcriptional 


inhibit the expression of the target gene by promoting DNA methylation or 





changing the chromosomal conformation (left), and by reducing DNA methylation, histone acetylation or changing the chromosome conformation (right). 











B: CRISPR/dCpfl 系统 调控 基因 转录 原理 图 ,与 dCas9 系统 作用 原理 











目 同 ,dCpfl 蛋白 可 以 与 转录 调控 元 件 结合 达到 抑制 和 促进 基因 表达 的 目 


的 。Schematic of the gene transcriptional regulation mediated by CRISPR/dCpfl. The dCpfl protein works like dCas9 which can promote or inhibit target 
gene expression by combining with transcriptional regulatory factors. C; CRISPR/Cas13 (ab) 系 统 通 过 直接 对 mRNA 进行 编辑 来 降低 基因 的 表达 水 





Æ, CRISPR/Cas13 (a/b) system reduces the target gene expression by ed 


受 人 工 锌 指 转录 因子 调控 基因 表达 应 用 的 启发 
(Sera, 2009) ,人 们 希望 利用 CRISPR/dCas9 的 DNA 
结合 特性 来 调控 基因 转录 表达 ,包括 基因 的 转录 抑 
制 和 转录 激活 。 在 CRISPRi 方面 ,CRISPRZdCas9 自 
号 即 可 在 一 定 程度 上 起 到 抑制 基因 转录 的 功能 ,其 
主要 依靠 dCas9/gRNA 复合 物 在 基因 组 DNA 上 的 
占 位 作用 ,阻碍 转录 起 始 或 延伸 ,使 得 基因 转录 表达 
水 平 降低 ,该 方法 在 原核 细胞 细菌 中 的 效率 可 达 
99.9% (Qi et al., 2013) ,但 是 在 真 核 细胞 中 的 效率 
最 高 只 能 达到 60% ~80% (Gilbert et al., 2013) ,可 
能 的 原因 为 dCas9/gRNA 无 法 高 效 阻止 RNAP 
(RNA polymerase) 复合 物 在 真 核 细胞 中 的 功能 。 为 
了 提高 抑制 效果 ,人 们 将 dCas9 与 转录 抑制 或 表 观 
调控 因子 融合 来 增强 转录 抑制 水 平 , 如 KRAB 
( Kriippel-associated box ) ( Gilbert et al., 2013, 























iting mRNA directly. 


2014), DNMT3A (Liu et al., 2016), LSD1 (Kearns 
et al., 2015), FOG (0'Geen et al., 2017) (1: 
A)。 而 在 CRISPRa 应 用 方面 ,dCas9 可 以 与 转录 激 
活 因子 或 表 观 调控 因子 融合 表达 来 提高 基因 的 转录 
水 平 , 如 VP16 及 相应 多 串联 拷贝 VP16s 模块 
(Cheng et al., 2013) , P300 ( Hilton et al., 2015) 和 
TET1 (Amabile et al., 2016) 等 。 除 上 述 调控 因子 ， 
昆虫 自身 一 些 和 蛋白 如 Centrosomal 190 kD protein 
(CP190) ,与 dCas9 融合 后 结合 靶 向 DNA ,通过 招募 
组 蛋白 乙酰 转移 酶 Gen5 等 来 改变 靶 向 DNA 上 组 和 蛋 
白 乙 酰 化 水 平 ,进而 调控 基因 转录 (Ali et al., 2017) 
(图 1:B)。 

为 了 提高 转录 调控 的 效果 , 目前 比较 常用 的 优 
化 方法 包括 :(1) 靶 向 结合 位 点 的 筛选 :一 般 在 转录 
起 始 位 点 (transcriptional start site, TSS) 上 游 -50 ~ 
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300 bp 区 域 效果 最 佳 (Gilbert et al., 2014) ; (2) 多 
位 点 同时 靶 向 调控 :采用 同时 表达 多 个 gRNA 的 方 
式 来 实现 (Cheng et al., 2013) ; (3) 多 个 调控 因子 的 
结合 使 用 :如 VPR (Chavez et al., 2015) 以 及 SAM 
系统 (Konermann et al., 2015 ) 等 。 上述 转录 调控 的 
机 制 研究 主要 在 哺乳 动物 细胞 中 完成 。 


3 CRISPR/dCas9 在 果 晶 中 的 应 用 





果 蝇 作为 昆虫 中 的 模式 物种 ,是 新 技术 在 昆虫 
中 应 用 的 首选 。 但 是 果 蝇 中 转基因 品系 构建 技术 成 
熟 ,研究 编码 基因 功能 的 方法 包括 RNAI 或 Cas9 介 
导 的 基因 敲 除 都 效率 很 高 , 因此 dCas9 在 果 蝇 编码 
基因 转录 抑制 方面 的 应 用 目前 还 未 见报 道 。 借 助 于 
高 通 量 测序 技术 的 发 展 与 普及 ,昆虫 非 编码 RNA 的 
鉴定 与 研究 工作 也 进入 黄金 阶段 ( Montalbano et al., 
2017) 。 长 非 编码 RNA(LneRNA ) 作为 非 编码 RNA 
的 重要 成 员 ,可 以 通过 转录 依赖 或 非 依赖 方式 调控 
基因 表达 (Long et al., 2017) 。 目 前 研究 LncRNA 的 
策略 主要 是 通过 过 表达 PBR RNAI A MSE 
酸 (antisense oligonucleotides, ASO) 处 理 等 来 实现 ， 
但 是 这 些 策略 均 有 很 明显 的 缺点 ,不 能 有 效 揭示 
LncRNA 的 功能 (Ghosh et al., 2016), CRISPRi A 
统 为 LncRNA 研究 提供 可 能 , dCas9 融合 转录 抑制 
因子 KRAB 已 被 证 明 可 以 有 效 降 低 人 细胞 中 
LncRNA 转录 水 平 (Gilbert et al., 2014) ,研究 人 员 
通过 在 果 晶 细胞 和 虫 体 中 引入 dCas9-KRAB 系统 ， 
可 以 有 效 抑制 LneRNA roX 的 转录 ,并 发 现 dCas9 E 
白 经 人 密码 子 优化 与 果 晶 密码 子 优化 后 的 抑制 转录 
效果 相近 ( Ghosh et al., 2016) 。 相 对 于 Cas9 在 果 蝇 
LncRNA 研究 中 的 应 用 (Wen et al., 2016) , 虽然 
dCas9 避免 了 切割 DNA 对 周围 编码 基因 转录 的 影 
响 , 但 dCas9 的 DNA 占 位 作用 仍 可 能 对 周围 的 编码 
基因 产生 影响 。 

结合 Gal4-UAS 系统 构建 基因 过 表达 品系 ,可 以 
在 果 晶 虫 体内 实现 功能 获得 (gain-of-function ) ,但 无 
法 模拟 内 源 基因 转录 水 平 上 调 对 虫 体 的 影响 。 由 
dCas9 融合 高 效 转录 激活 因子 复合 物 构 建 的 dCas9- 
VPR 系统 可 以 靶 向 上 调 内 源 基 因 的 表达 。dCas9- 
VPR 系统 首先 在 果 晶 细胞 中 有 效 上 调 了 包括 
wingless 在 内 的 多 个 基因 的 转录 水 平 , 且 人 密码 子 优 
化 的 dCas9-VPR 效果 更 佳 ( Lin et al., 2015), WI 
发 现 ,单一 gRNA 足以 保证 内 源 基 因 的 激活 ,但 是 
gRNA 需 靶 向 内 源 基 因 转 录 起 始 位 点 的 上 游 (Lin et 
































































































































al., 2015), dCas9-VPR 系统 引起 转录 激活 也 为 寻 
找 转录 因子 下 游 靶 标 基 因 提 供 实用 工具 ,与 转录 组 
高 通 量 测 序 相 结合 ,研究 人 员 在 果 蝇 细胞 中 试验 了 
Snail 和 Twist 两 个 转录 因子 ,鉴定 出 大 量 下 游 假 定 
靶 标 (Lin et al., 2015 ) 。 随 后 研究 人 员 首 次 进行 了 
dCas9-VPR 系统 在 果 蝇 虫 体 中 的 实验 ,结合 Gal4- 
UAS 系统 制作 出 了 体内 整合 表达 dCas9-VPR 和 
gRNA 的 转基因 品系 ,实验 结果 与 前 人 研究 中 直接 
过 表达 该 基因 的 表 型 一 致 , 首次 证 明了 dCas9-VPR 
在 昆虫 活体 中 可 以 使 用 (Lin et al., 2015), RIER 
体 功 能 丧失 (loss-of-function ) 研究 可 以 利用 现 有 大 
量 dsRNA 品系 资源 来 实现 ,而 用 于 功能 获得 研究 依 
赖 自身 基因 内 源 上 调 的 果 晶 品系 资源 却 根 本 不 存 
在 。Norbert Perrimon 团队 在 成 功 验 证 了 dCas9-VPR 
在 果 晶 中 可 行 后 ,他 们 发 起 了 基于 CRISPRa 系统 的 
果 蝇 内 源 基因 激活 项 目 ,通过 构建 大 量 gRNA 和 
dCas9-VPR 品系 为 果 晶 功能 获得 研究 提供 资源 
(Ewen-Campen et al., 2017) 。 

dCas9 融合 表 观 调控 因子 亦 可 调控 靶 标 基因 转 
录 。Rainer Renkawitz 团队 在 研究 启动 子 结合 因子 
CP190 时 发 现 ,CP190 可 以 招募 组 蛋白 乙酰 转移 酶 
Gen5 参与 染色 质 构象 改变 ;Gen5 通过 组 蛋白 乙酰 
化 激活 内 源 基因 转录 ,研究 人 员 发 现 dCas9 系统 融 
合 CP190 或 Gen5 都 可 以 激活 eve 基因 的 表达 (Ali et 
al., 2017) ,这 一 结果 为 dCas9 融合 表 观 调控 因子 调 
控 基 因 表 达 提 供 了 新 的 思路 和 方向 。 

dCas9 系统 除了 可 以 直接 参与 转录 调控 ,研究 
人 员 根 据 其 精确 结合 靶 向 DNA 的 特性 在 果 蝇 中 开 
发 出 染色 质 纯化 技术 CLASP (Cas9 locus-associated 
proteome ) ,可 以 帮助 实现 基因 表达 调节 因子 的 鉴定 
(Tsui et al., 2018) ,这 为 基因 表达 调控 的 分 子 机 理 
研究 提供 了 强 有 力 的 分 子 工具 。 










































































































































































4 CRISPR/dCpfl 和 CRISPR/Casl3 
(a/b) 的 作用 机 理 及 应 用 前 景 


CRISPR/Cpfl 是 一 种 RNA 导向 的 卫 -V 型 
CRISPR/Cas 系统 ,是 继 CRISPR/Cas9 后 应 用 最 广 
泛 的 系统 ,与 CRISPR/Cas9 系统 相 比 ,(1)Cpfl 蛋白 
更 小 ;(2) 导 向 RNA 结构 更 简单 ,只 由 crRNA 组 成 
(3) 识 别 DNA 所 需 的 PAM 序列 不 同 ;(4) 切 割 DNA 
产生 粘性 末端 (Zetsche et al., 2015), Cpfl 切割 
DNA 同样 由 RuvC 以 及 HNH 功能 域 来 完成 ,因此 该 
系统 与 Cas9 系统 类 似 , 可 以 通过 将 这 两 个 功能 域 失 
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活 使 其 变 成 dCpfl 用 于 基因 转录 调控 研究 ， 
CRISPR/dCpfl 在 基因 表达 调控 中 的 应 用 可 直接 参 
考 CRISPR/dCas9 系统 的 工作 原理 ,只 需 将 dCas9 A 
统 中 融合 的 转录 调控 因子 与 dCpfl 蛋白 进行 融合 即 
可 应 用 于 内 源 基因 的 转录 调控 (图 1: B)。 目 前 该 
系统 也 已 在 植物 及 哺乳 动物 细胞 中 得 到 验证 与 应 用 
(Kim et al., 2017; Liu Y et al., 2017; Tang et al., 
2017; Zhang et al., 2017a, 2017b) ,但 在 昆虫 中 的 应 
用 还 未 见报 道 。 

除了 直接 结合 DNA 的 dCas9 及 dCpfl 系统 可 
以 用 于 调控 基因 的 转录 水 平 之 外 ,可 直接 弛 向 并 编 
辑 RNA 的 CRISPR/Cas13 系统 亦 可 用 于 基因 的 表 
达 调 控 。 研 究 人 员 最 早 于 2015 年 通过 生物 信息 分 
析 的 方法 发 现 了 该 类 与 Cas9 和 Cpfl 具有 一 些 相同 
特征 的 核酸 酶 并 命名 为 C2c2 (Casl3a) (Shmakov et 
al., 2015), Feng Zhang 研究 组 以 及 Jennifer A. 
Doudna 研究 组 都 解析 并 验证 了 C2c2 的 RNA 降解 
原理 及 活性 ( Abudayyeh et al., 2016; East-Seletsky et 
al., 2016) ,后 续 研 究 对 Cas13a/b 的 结构 与 工作 机 
理 又 进行 了 进一步 解析 (Knott et al., 2017; Liu et 
al., 2017a, 2017b; Smargon et ol.，2017 ) 。 早 期 的 
研究 主要 是 在 体外 或 细菌 里 面 完 成 ,真正 将 Cas13 
系统 应 用 于 哺乳 动物 细胞 RNA 调控 的 报道 出 现 于 
2017 年 , Feng Zhang 人 研究 组 不 仅 证 实 卫 -YI 型 
Casl3a 系统 可 用 于 RNA 干扰 (Abudayyeh et al., 
2017) ,还 发 现 其 同 源 蛋 白 Cas13b 可 在 在 具有 RNA 
干扰 能 力 的 同时 可 对 RNA 进行 编辑 ( Cox et al., 
2017)( 图 1: C)。Casl3 系统 与 dCas9 及 dCpfl 的 
作用 机 理 完全 不 同 ,dCas9 及 dCpfl 是 通过 作用 于 基 
因 组 DNA 来 发 挥 作 用 ,而 Cas13 系统 则 是 通过 直接 
作用 于 RNA 来 进行 转录 后 的 调控 ,Cas13 系统 在 昆 
虫 中 的 应 用 目前 亦 未 见报 道 。 






















































































5 小结 与 展望 


目前 CRISPR 系统 已 经 发 展 成 为 一 种 最 常见 的 
基因 调控 手段 ,包括 基因 的 殴 除 . 敲 低 (knockdown ) 
和 激活 (activation) 。 与 传统 的 利用 shRNA, siRNA, 
dsRNA 等 方法 进行 基因 干扰 相 比 ,CRISPR 系统 介 
导 的 CRISPRi 脱 靶 率 更 低 特异 性 更 高 , 且 可 以 同时 
对 多 个 基因 进行 调控 (Jackson et al., 2003) ;CRISPR 
系统 还 可 以 直接 激活 内 源 基 因 的 表达 ,避免 了 外 源 
cDNA 表达 载体 的 引入 ;而 且 , 与 基于 zinc fingers 和 
TALE 两 种 DNA 结合 蛋白 的 转录 调控 系统 相 比 ， 











CRISPR 系统 的 构建 更 加 便捷 高 效 , 且 调控 效率 更 
I£; CRISPR 系统 除了 可 以 靶 向 RNA 外 还 可 以 靶 回 
编码 序列 和 调控 元 件 ,包括 启动 子 、 增 强 子 等 , 且 随 
着 更 多 CRISPR 家 族 成 员 被 发 现 ,该 系统 在 基因 表 
达 调 控 中 的 应 用 会 更 加 广泛 。 

虽然 新 CRISPR 系统 如 dCas9，dCpfl 以 及 
dCas13(a/b) 在 基因 表达 调控 方面 有 着 诸多 优势 且 
已 得 到 的 广泛 应 用 ,但 是 该 系统 在 昆虫 中 的 应 用 寥 
密 无 儿 , 且 已 有 的 几 篇 报道 也 主要 集中 在 模式 昆虫 
果 蝇 上 ,并 未 在 昆虫 基因 功能 研究 中 得 到 充分 的 利 
Ho ÆT CRISPR 系统 的 诸多 优点 ,其 将 在 编码 基 
因 和 非 编 码 基因 转录 调控 方面 大 有 作为 。 本 文通 过 
对 现 有 CRISPR 系统 的 基因 调控 原理 及 应 用 现状 进 
行 系统 论述 ,将 为 接 下 来 该 系统 在 昆虫 中 的 应 用 指 
明 方 向 。 
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